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D Dendrimere Pfropfpotymerisate 

[> Die Erfindung betrifft dendrimere Pfropfpolymerisate auf 
der Grundlage von hydroxylgruppenhaltigen Basistragern, 
auf deren Oberflachen Polymere kovaient gebunden sind, 
dadurch gekennzelchnet, daS 

a) der Basistrager allphatische Hydroxylgruppen enthSIt, 

b) die kovalentgebundenen Polymeren uber eine endstSndi- 
ge Monomereinheit an den Basistrager gebunden sind, 

c) die Polymeren an den Verzwelgungsstellen der dendrime- 
ren Struktur Monomereinheiten der Formal II enthaften 
-(CR1R2-CR3)- 

I 

OKXKCT2)ir€H-CHR4 n 



Y einen Rest, der einen Separationseffektor enthalt, 
bedeuten. Die Erfindung betrifft weiterhin die Herstellung 
dieser dendrimeren Pfropfpolymerisate und ihre Verwen- 
dung als Trennmaterialien fur die Russigkertschromatogra- 
phie. 
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d) die dendrimeren Polymeren Monomereinheiten der For- 
me) III enthalten, 

-(CR1RJ-CR3)- 

I m 



worin 

R ! , R 2 und R 3 unabhangig voneinander H oder CH,, 

R 4 H, C r C 5 -Alkyl oder Cg-C^-Aryl, 

n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5, 

ein Rest X OH und der andere Rest X eine endstSndige 

Monomereinheit einer weiteren Poiymerkette darstellt, 

und 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingerefchten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft dendrimere Pfropfpolymerisate und ihre Verwendung als Trennmaterialien fflr die 
Flflssigkeitschromatographie. 
5 Aus DE 38 1 1 042 sind Trennmaterialien f Qr die Chromatographic bekannt, die lineare Pfropfpolymere auf- 
weisen. Diese Materialien weisen gegenuber Trennmaterialien, die vernetzte Polymeile enthalten, deutliche 
Vorteileauf. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Trennmaterialien mit verbesserten Eigenschaften bereitzustellea 
Aus der unveroffentlichten Anmeldung DE 43 10 964 sind oxiranhaltige aktivierte Tragermaterialien bekannt, 
10 bei denen Monomere der Formel I auf einen hydroxylgruppenhaltigen Basistrager aufgepfropf t sind, 



CRiR2=CR3 



0= C - O - (CH 2 )n-CH-CHR4 I 

\ / 

O 

worm 

R 1 , R 2 und R 3 unabhangig voneinander H oder CH& 
R 4 H, Ci -Cs-AlkyI oder Q-CirAryl 
25 und 

n eine ganze Zahl zwischen ! und 5 

bedeuten. Es wurde gefunden, daB sich diese aktivierten Tragermaterialien zu den erfindungsgemaBen Pf ropfpo- 
lymerisaten mit dendrimerer Struktur umsetzen lassen. Dabei werden auf das bekannte Pfropfpolymerisat mit 
linearer Polymerkette (Polymerkette erster Generation) wiederum lineare Polymere aufgepfropft (Polymerket- 

30 te zweiter Generation), wobei dieser Schritt mehrfach wiederholt werden kann (Polymerketten hdherer Genera- 
tion). So entstehen verzweigte Pfropfpolymere, die jedoch keine Vernetzung aufweisea Schliefilich werden, 
entsprechend den vorgesehenen chromatographischen Trennverfahren, Separationseffektoren eingeftthrt Die 
resultierenden Trennmaterialien weisen verbesserte Eigenschaften auf. 
Die fOr die verschiedenen chromatographischen Trennungsverfahren notwendigen Separationseffektoren 

35 sind als feste Phase an einen Basistrager gebunden und gehen unterschiedlich starke Wechselwirkungen mit den 
Analyten der Probe ein. FOr verschiedene chromatographische Trennungsmethoden sind dem Fachmann geeig- 
nete Separationseffektoren bekannt; beispfelsweise: ionische Gruppen for die Ionenaustauschchromatographie, 
Affinitatsliganden fOr Affinitatschromatographie, wozu auch die Metallchelatchromatographie gehdrt, hydro- 
phobe Gruppen far die hydrophobe Interaktionschromatographie und vorwiegend netzartige porose hydrophi- 

4o Ie Gruppen fflr die Gelpermeationschromatographie. 

Gegenstand der Erfindung sind dendrimere Pfropfpolymerisate auf der Grundlage von hydroxylgruppenhalti- 
gen Basistragern, auf deren Oberfiachen Polymere kovalent gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, daB 

a) der Basistrager aliphatische Hydroxylgruppen enthalt, 
45 b) die kovalent gebundenen Polymeren Qber eine endstlndige Monomereinheit an den Basistrager gebun- 
den sind, 

c) die Polymeren an den Verzweigungsstellen der dendrimeren Struktur Monomereinheiten der Formel II 
enthalten 

-(CR1R2-CR3)- ; 

I - 

O^-O-CCHa^-CH-OEER^ n 

55 
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d) und die dendrimeren Pfropfpolymerisate Monomereinheiten der Formel III enthalten, 

-(CR1R2-CR3)- 

I m 

Y 

2 
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worin 

R 1 , R 2 und R 3 unabhangig voneinander H oder CH3, 
R 4 H, C, -Cs-Alkyl oder Qs-Qr Aryl, 
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5, 

ein Rest X OH und der andere Rest X eine endstSndige Monomereinheit einer weiteren Polymerkette 
darsteilt, und 

Y einen Rest, der einen Separationseff ektor enthalt, 
bedeuten. 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemlBen dendrimeren Pfropfpolymerisaten bei 
der Trennung von Gemischen mindestens zweier Substanzen, insbesondere zur Trennung von Biopolymeren, 
mittels Flflssigkeitschromatographie, insbesondere mittels Ionenaustausch- und Affinitttschromatographie. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zur Herstellung von dendrimeren Pfropfpolymerisaten, ge- 
kennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte: 

a) Aufpfropfung von Monomeren der Formel I auf einen hydroxylgruppenhaltigen Basistriger in Gegen- 
wart von Cer-IV-Ionen, 



worin 

R 1 , R a und R 3 unabhangig voneinander H oder CH* 
R 4 H, Gi — Cs-AlkyI oder Ce— CirAryi und 
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5 

bedeuten, wobei aus DE 43 10 964 bekannte aktivierte Tr§germaterialien entstehen, 

b) zumindest teilweise Umsetzung der Oxirangruppen in Diolgmppen; 

c) Aufpfropfung von Monomeren der Formel I oder von Monomeren der Formel V auf die in Schritt b) 
entstandenen Diolgruppen in Gegenwart von Cer(IV)ionen, 



worin 

WOHoderNHR a und 

R 8 Ci — Cio-Aikyl, das mit einem Amino-, Monoalkylamino-, Dialkylamino-, Trialkylammonium-, Carboxyl- 

oder Sulfonsdurerest substituiert ist, 

bedeuten, 

wobei die Schritte b) und c) einmal oder auch mehrfach wiederholt werden kdnnen» 
und 

d) EinfUhrung der Reste, die die Separationseffektoren enthalten soweit diese nicht bereits durch die 
Aufpfropfreaktion mit Monomeren der Formel V erfolgt ist 

Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur Trennung von Gemischen mindestens zweier Substanzen, 
insbesondere zur Trennung von Biopolymeren, mittels Flflssigkeitschromatographie, insbesondere mittels Io- 
nenaustausch- oder Affinitatschromatographie, unter Verwendung der erfindungsgem&8en dendrimeren Pfropf- 
polymerisaten. 

Abb. 1 zeigt die AbhSngigkeit von Seiektivit&t a (Kurve A) und Bindungskapazitlt (Kurve B) von diethy lamin- 
substituierten (DEA) Ionenaustauschern mit verschiedenem Verzweigungsgrad (Probennummer als Abzisse). 
Die experimentellen Einzelheiten finden sich in Anwendungsbeisptel A. Es zeigt sich, daB die Selektivitlt von 
verzweigtem Material deutlich hdher ist als von unverzweigtem Material Die Bindungskapazitat nimmt, vergli- 
chen mit unverzweigten Vergleichsraaterial, bei geringer Verzweigung zu, fallt aber bei starker Verzweigung 
deutlich ab. 

Die erfindungsgem§Ben dendrimeren Pfropfpolymerisate zeichnen sich durch eine baumartig verzweigte 
Struktur aus, wobei ein erstes lineares Polymer auf einen Basistrfiger, der aliphatische Hydroxylgruppen enthalt, 
aufgepfropft ist Dabei werden Monomere der Formel I, wobei die Reste R 1 , R 2 , R 3 und R 4 , sowie n die bereits 
genannten Bedeutungen besitzen, in Gegenwart von Cer-IV-Ionen aufgepfropft, wobei ein lineares Pfropfpoly- 



CRiR?=CR3 



0= C-0-(CH 2 )n-CH-CHR4 




I 



CR1R2=CR3 
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merisat entsteht Die Grundzflge dieser Reaktion sind von G. Mino und S. Kaizerman (1958) JPoIyraer Science 
31, 242-243, und G. Mino et al (1959) J. Polymer Science 38, 393-401, beschriebea Das Polymer enthait 
zunachst Oxiranreste, die anschlieBend voUstindig oder teilweise zu Diolgruppen umgesetzt werdea Dazu wird 
eine Behandlung mit verdflnnter Schwefels&ure bevorzugt 

Auf die somit entstandenen aliphatischen Hydroxylgruppen dieses Polymers (erste Generation) kdnnen nun 
erneut Monomere der Formel I in Gegenwart von Cer-IV-Ionen aufpolymerisiert werdea Das resultierende 
Polymer (zweite Generation) ist in sich selbst linear. Die Gesamtstruktur ist jedoch verzweigt 

Um zu noch starker verzweigten dendrimeren Pfropfpolymerisaten zu gelangen, kdnnen die genannten 
Arbeitsschritte wiederholt werden: Umsetzung der Oxirangruppen in Diolgruppen und Polymerisation von 
Monomeren der Formel I in Gegenwart von Cer-IV-Ionea 

SchlieBlich werden die fur die chromatographischen Trennungen notwendigen Separationseffektoren einge- 
fuhrt, die als feste Phase an einen Basistr3ger gebunden sind, und die unterschiedlich starke Wechselwirkungen 
mit den Analyten der Probe eingehea FQr verschiedene chromatographische Trennunjgsmethoden sind dem 
Fachmann geeignete Separationseffektoren bekannt, beispielsweise: 

a> :7 Qr die lonenaustauschchromatographie sind ionische Gruppen wie beispielsweise quaternare Ammo* 
niumalkylgruppen und die SCb-Gruppe, sowie ionogene Gruppen, die unter bestimmten pH-Bedingungen 
Ionen bilden, bekannt Zu der letzten Gruppe gehdren beispielsweise die alkylierten Aminogruppen, sowie 
die Carboxyl- und die Phosphorsiuregruppe. 

b) Fflr die Affinitatschromatographie sind dem Fachmann sehr viele Af finititsliganden bekannt, die jeweils 
mit dem Analyten eine struktureU gegebene Bindung eingehen, und die als Separationseffektoren geeignet 
sind, beispielsweise: 



Analye(Beispiel) 

Protein A Immunglobuline 
Concanavalin A Glycoproteine 
Biotin Avidin/Streptavidin 
Avidin Biotin 
Streptavidin Biotin 

5'-Adenosinmonophosphat NAD-abhangige Oxidoreduktasen 
2\5'-Adenosindiphosphat NADP-abhangige Oxidoreduktasen 

Ammoacridin UNA oder DNA 

Boronsiure Kjatecholamine 
Boronsiure glykosyliertes Hamoglobin 

Iminodiessigsaure Metalloproteine 

w thiophile*Liganden Immunglobuline 
Cibachromblau monoklonale Antikdrper 

c) Fflr die hydrophobe Interaktionschromatographie sind ungeladene hydrophobe Separationseffektoren 
Qblich, beispielsweise Ct— CarAlkyl, Qs— Cm-Atv], C7-C25-A%laryl oder C 7 -C25-Arylalkyl, die auch 
einfach oder mehrfach mit Nitril oder Q— Cj-Alkoxy derivatisiert sein kdnnen, wobei auch eine oder 
mehrere nicht benachbarte CH 2 -Gruppen durch NH oder O oder auch eine oder mehrere CH-Gruppen 
durch N ersetzt sein kdnnen, oder Polyoxyethylen- oder Polyoxypropylenderivate [(CH 2 )ro-O-] 0 -R 9 , 
worm in 2 oder 3, o eine ganze Zahl zwischen 1 und 200 und R 9 H oder Q — Cs-Alkyl bedeutea Bevorzugt 
werden besonders Reste mit mittlerer oder geringer Hydrophobizitat 

d) FQr die Gelpermeationschromatographie werden hydrophile Verbindungen, die vorzugsweise Poren 
oder Netzwerke ausbilden, als Separationseffektor benutzt Dazu gehdren (Meth)acrylsaurederivate wie 
Acrylamid oder Methacrylamid, ferner (23-Dihydroxypropyl)-methacrylat oder N-(2-Methoxyethyl)acryla- 
mid oder N-(23-Dihydroxypropyl>*acrylamid. AuBerdem gehdren dazu vinylierte Heterocyclen, wie z. a 
1-Vinylimidazol, N-Vinylpyrrolidon, 2-Vinylpyridin, 4-Vinylpyridin, 4-Vmylpyrrolidon-N-oxid. 

Zur Emf Ohrung der Separationseffektoren sind verschiedene Reaktionswege mdglich: ' 

a) Die Separationseffektoren werden durch Reaktion mit den Oxiranresten, die nach der Polymerisation mit 
Verbindungen der Formel I vorhanden sind, in den Triger eingebaut; z. B.: 

al) die Reaktion mit schwefliger Saure oder ihren Salzen oder mit primiren, sekundHren oder tertiaren 

Aminea wobei Ionenaustauscher entstehen; 

a2) die Reaktion mit Iminodiessigsaure oder die EinfQhrung thiophiler Ugandea oder anderer Affini- 
tatsliganden wie Protein A, wobei Trager fQr die Affinitatschromatographie entstehen; 
a3) die Reaktion mit Alkoholen, Phenolen oder auch primaren Aminen, wobei hydrophobe Trennmate- 
rialien entstehen. 

Bei der Reaktionsfolge nach al) entstehen beispielsweise Verbindungen, bei denen der Rest Y aus Formel 
III die Bedeutung von Formel IV besitzt, 
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I 

0=C-O(CH2)a-CH-CHR4 IV 

'I s 

z z 

worin 

R 4 H, Ci -Cj-Alkyl oder Ce-Qr Aryl, 
n eine ganze Zahi zwischen 1 und 5, 

ein Rest Z OH und der andere Rest Z einen Rest, ausgewahlt aus der Gruppe NR 5 R 6 , N + R 5 R 6 R 7 und SQ^H 
und 

R 5 , R 6 und R 7 unabhangig voneinander d— Q-AJkyl, wobei einer oder beide Reste R 5 oder R fl auch H sein 

kann, 

bedeuten. 

b) Bei der Ietzten Pfropfporymerisation kdnnen statt der Monomeren der Formel I die aus DE 38 11 042 
bekannten Monomeren eingesetzt werden, wobei die aus dieser Druckschrift bekannten Gruppen als 
Separationseffektoren eingefQhrt werden. Dazu gehdren beispielsweise Monomeren der Formel V, 

20 

CRiR2=CR3 
I 

o=ow v 25 

worin 

WOHoderNHR 8 und 

R 8 Q -Cio-Alkyl, das mit einem Amino-, Monoalkylamino-, Dialkylamino-, Trialkylammonium-, Carboxyl- 30 

oderSuJfonsaurerestsubstituiertist, 

bedeuten. 



In den nach Verfahrensvariante b) hergestellten TragermateriaUen bedeutet der Rest Y aus Formel III einen 
Rest nach Formel VI, 

I 

o=c-w VI 



35 



40 



worin 

WOH oder NHR« und 

R 8 Ci — CiorAlkyl, das mit einem Amino-, Monoalkylamino-, Dialkylamino-, Trialkylammonium-, Carboxyl- oder 

Sulfonsfturerest substttuiert ist, 

bedeuten. 

Bevorzugte Monomere der Formel V sind sotehe, bei denen W eine der folgenden Bedeutungen besitzt- OH. 
N**(CH2)2N(CH3)2, ^^^^ 2 ) 2 ^(^ 2 ^ 5 )2» NH(CH2)2N + (CH3)3 > NHC(CH3)2CH2SQ3H oder NH(OT 2 )2S03H. 

Nachdem die beschnebenen Umsetzungen ausgefOhrt wurden, kdnnen gegebenenfalls noch verbUebene 
Oxiranrestehydrorysiert werden, beispielsweise durch eine abschlieBendeBehandlungmitverdQnnterSchwefel- so 
s&ure. 

Die folgenden Beispiele sollen den Gegenstand naher erlautern; diese Beispiele stellen keine Einschrinkung 
des Erfindungsgegenstandes dar. - 



Beispiele 
Herstellungsbeispiele 

In den folgenden Herstellungsbeispielen bedeutet Raumtemperatur (Rl) 15— 30°C Die Polymeriation wird in 
einem Dreihalskolben geeigneter GrdBe* der mit RQhrer, Tropftrichter und Thermometer ausgerGstet ist 
ausgefOhrt Gewaschen wird durch Absaugen auf einer Glasfritte (G2). 

Beispiel 1 

Herstellung eines oxiran-aktivierten Tragers ausgehend von FractogeP-TSK HW65 (S) 

Zu einer Suspension aus 100 ml sedimentiertem FractogeI®-TSK HW 65 (S) und 66 ml Wasser werden mit 3 g 
Ammoniumcer(IV)nitrat (gelost in einer Mischung aus 180 ml Wasser und 3 g HNO3 (65%)) bei Raumtempera- 



55 
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tur unter starkem RQhren vermischt Nach 1 Minute erfolgt die Zugabe einer Ldsung von 6 g (23-Epoxypro- 
pyl>methacrylat in 44 ml Dioxan. Es wird eine Stunde weitergefOhrt AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt 
zweimal rait je 200 ml Wasser, dreimal mit je 100 ml Aceton und dreimal rait je 200 ml Wasser gewaschen. 

Beispiel2 

Herstellung eines oxiran-aktivierten Tragers ausgehend von LiChrospher®-Diol 

Die Herstellung erfolgt entsprechend Beispiel 1, LiChrospher®-DIOL (PartikelgrdOe 15—25 jim, PorengrdBe 
80 nm) wird als BasistrSger anstelle von Fractogel®-TSK HW 65 (S) verwendet 

Beispiel 3 

Aufpfropfung eines Polymeren auf ein diolhaltiges Polymer (Erzeugung der dendrimeren Struktur) 

Stufe 1 

Oberf Ghrung der Oxiran- in Diolgruppen 

100 ml abgesaugtes oxiran-aktiviertem Trigermaterial hergestellt nach Beispiel 1 werden mit 200 ml 0.5 M 
Schwefelslure (1 Stunde, 50° C) hydrolysiert und somit die Oxirangruppen in Diolgruppen Oberftthrt Anschlie- 
Bend wird dreimal mit je 200 mi Wasser gewaschen. 

Stufe2 

Auf pf ropfen einer weiteren Polymerkette 

Zu einer Suspension aus 100 ml sedimentiertem Material aus Stufe 1 und 66 ml Wasser werden mit 3 g 
Ammoniumcer(rV)nitrat (geldst in einer Mischung aus 180 ml Wasser und 3 g HNO3 (65%)) bei Raumtempera- 
tur unter starkem RQhren vermischt Nach 1 Minute erfolgt die Zugabe einer Ldsung von 6 g (23-Epoxypro- 
pyl)-methacrylat in 44 ml Dioxan. Es wird eine Stunde weitergerQhrt AnschlieBend wird das Reaktionsprodukt 
zweimal mitje 200 ml Wasser, dreimal mit je 100 ml Aceton und dreimal mit je 200 ml Wasser gewaschen. 

Es resultiert ein einfach verzweigtes dendrimires Material mit Oxiranresten. 

Beispiel 4 

Aufpfropfung eines Polymeren auf ein diolhaltiges Polymer (Erzeugung von mehrfach verzweigten dendrimeren 

Strukturen) 

Das Material aus Beispiel 3 wird nochmals der in Beispiel 3 beschriebenen Reaktionsfolge unterworfen. Es 
entsteht ein zweifach verzweigtes dendrim&res Material mit Oxiranresten. 

Dieses Material kann wiederum der in Beispiel 3 beschriebenen Reaktionsfolge unterworfen werden. Dabei 
entstehen dendrimare Materialien mit Oxiranresten und mit hdhergradiger Verzweigung. 

Beispiel 5 

Synthese eines mit Diethylamin substituierten dendrimeren Trennmaterials 

100 ml abfiltriertes Gel hergestellt nach Beispiel 3 (einfach verzweigt) werden in 100 ml Wasser suspendiert 
und 100 ml Diethylamin zugegeben. AnschlieBend wird 20 Stunden bei Raumtemperatur weitergerQhrt Danach 
wird das Reaktionsprodukt zweimal mit je 100 ml Wasser gewaschen. 

Das gewaschene Reaktionsprodukt wird in 100 ml einer 05 M Schwef elsaureldsung suspendiert und zwei 
Stunden bet 40°C langsam gerflhrt Danach wird mit 0,25 M Phosphatpuffer (pH 7) bis zum Neutralpunkt, 
anschlieBend mit Wasser gewaschen. Das Gel wird in wSBriger Suspension unter Zusatz von 0,02% Natriumazid 
gelagert 

Beispiel 6 

Synthese eines mit Diethylamin substituierten, zweifach verzweigten dendrimeren Trennmaterials 

100 ml abfiltriertes Gel hergestellt nach Beispiel 4 (zweifach verzweigt) werden in wie in Beispiel 5 beschrie- 
ben mit Diethylamin umgesetzt 

In entsprechender Weise sind auch hdher verzweigte mit Diethylamin substi tuierte dendrimere Trennmateria- 
lienzuganglich. 

Beispiel 7 

Herstellung eines Affinitatstragers fOr die Metall-Chelat-Chromatographie 
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Eine Ldsung von 15 g NaOH und 25 g Iminodiessigsaure in 100 ml Wasser wird mit konzentrierter HCl auf pH 
1 1 eingestellt und mit 1 g Aktivkohle entfarbt Zu dieser Ldsung werden 50 ml abgesaugtem oxiran-aktiviertem 
Tragermaterial hergestellt nach Beispiel 4 (zweifach verzweigt) gegeben. Die Losung wird bei 45°C 20 Stunden 
gerQhrt Das Reaktionsprodukt wird abgenutscht, mit je 250 ml 0,5 M NaOH und mit Wasser gewaschen. Die 
nicht umgesetzten Qxirangruppen durch Behandlung mit 1 00 ml 05 M Schwefelsaure (2 Stunden, 45° C) hydroly- 5 
siert 

Anschliefiend wird das Affinitatstr§germaterial einmal mit 100 ml 0,5 M Schwefelsaure, zweimal mit 100 ml 
Wasser, einmal mit 100 ml 0,5 M Phosphatpuffer pH 7 und einmal mit 100 ml 1 M NaCl-Ldsung gewaschen. Das 
Gel wird in 0,02 M Phosphatpuffer pH 7 mit einem Zusatz von 1 M NaCl und 0,02% NaN 3 gelagert 

10 

Beispiel 8 

Herstellung eines sauren lonenaustauschers 

Stufel 15 

100 ml Gel hergestellt nach Beispiel 3 werden in 160 ml 0,5 M Schwefelsaure suspendiert und eine Stunde bei 
45°C gerQhrt Anschliefiend wird dreimaJ mit je 500 ml Wasser gewaschen. 

Stufe2 20 

10 g NaOH werden in 200 ml Wasser geldst und 2-AciyIamido-2-methylpropansulfonsfiure zugefQgt, bis der 
pH 4 betr&gt (ca. 45 g; Monomerenldsung). Als Starterldsung fttr die Polymerisation werden 8,2 g Ammonium- 
cer(IV)nitrat in 50 ml 0,5 M Salpetersiure geldst 

100 ml Gel aus Stufe 1 werden in der Monomerenldsung suspendiert und in einen Dreihalskolben gefOllt, die 25 
Starterldsung wird in den daran angeschlossenen Tropftrichter gefOllt Die Apparatur wird dreimal evakuiert 
und mit Argon begast Unter ROhren (150 UpM) wird nun die Starterldsung zulaufen Iassen und anschliefiend bei 
40° C vier Stunden weitergerfihrt Anschliefiend wind das Produkt mit 200 ml 1 M Natriumsulfit in 1 M Schwefel- 
saure, mit 1 1 Wasser, mit 3 1 0,1 M NaOH, mit 500 ml 1 M Natriumacetatpuffer pH 7 und mit 500 ml Wasser 
gewaschen. Das Produkt wird in 20 mM Phosphatpuffer pH 7 mit einem Zusatz von 0,02% NaN3 gelagert 30 

Das folgende Anwendungsbeispiel zeigt den EinfluB des Verzweigungsgrades auf Bindungskapazitit und 
Trennvermdgen desTrennmaterials. 

Anwendungsbeispiel A 

35 

Einfach bis siebenfach verzweigt e DEA-derivierte Trennmaterialien (Proben 2—7) werden entsprechend den 
Beispielen 5 und 6 hergestellt, unverzweigtes Vergleichsmaterial (Probe 1) wird in Analogie zu Beispiel 5 
hergestellt, wobei statt des dendrimeren oxiranhaltigen Polymers das lineare Polymer aus Beispiel 1 benutzt 
wird 

Diese Trennmaterialien werden jeweils in eine SuperFormance® Glassaule (50 x 10 mm) gefOllt und mit dem 40 
Auftragepuffer (50 mM TRIS-Puffer, pH 83) aquilibriert Eine Ldsung von Rinderserumalbumin (10 mg/ral) in 
diesem Puffer wird kontinuierlich aufgetragen (Flufi: 0,5 ml/min) und das Elutionsdiagramm durch Photometrie 
bei 280 nm gemessen. Aus der Durchbruchskurve wird die Kapazitat bestimmt Das Trennverhalten fflr Rinder- 
serumalbumin wird ebenfalls bestimmt und als Selektivititsfaktor a ausgedrfickt Die Ergebnisse sind in Abb. 1 
zusammengestellt 45 

Es zeigt sich, dafi die SelektivitUt a (Kurve A) von verzweigtem Material deutlich hdher 1st als von unver- 
zweigtem Material Die Bindungskapazitit (Kurve B) nimmt, verglichen mit unverzweigten Vergleichsmaterial, 
bei geringer Verzweigung zu, fillt aber bei starker Verzweigung deutlich ab. 

Patentansprttche 50 

1. Dendrimere Pfropfpolymerisate auf der Grundlage von hydroxy lgruppenhaltigen Basistr9gern, auf deren 
Oberfl&chen Polymere kovalent gebunden sind, dadurch gekennzeichnet, dafi 

a) der BasistrSger aliphatische Hydroxylgruppen enthait, 

b) die kovalentgebundenen Polymeren fiber eine endst&ndige Monomereinheit an den Basistrgger 55 
gebunden sind, 

c) die Polymeren an den Verzweigungssteilen der dendrimeren Struktur Monomereinheiten der For- 
mel II enthalten 

-(CR1R2-CR3). 
I 

0=C-0(CH 2 )n-CH-CHR4 

I I 
X X 
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d) die dendrimeren Poiymeren Monomereinheiten der Formel III enthalten, 
-(CR1R2-CR3). 

I m 

Y 

worm 

R 1 , R 2 und R 3 unabhingig voneinander H oder CH3, 
R 4 H, Ci -Cs-Alkyl oder Ce-Cu-Aryl, 
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5, 

ein Rest X OH und der andere Rest X eine endstindige Monomereinheit einer weiteren Polymerkette 

darstellt, 

und 

Y einen Rest, der einen Separationseff ektor enthait, 
bedeutea 

2. Dendrimere Pfropfpolymerisate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl der Separationseffektor 
einen ionischen oder ionogenen Rest enthait 

3. Dendrimere Pfropfpolymerisate nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB ein Rest Y nach Formel 
IV enthalten ist, 

I 

0=C-CKCH 2 )n-CH-CHR4 IV 
II 

z z 

worin 

R 4 H, Ci -Cs-Alkyl oder Ce-Cu-Aryl, 
n eine ganze Zahl zwischen 1 und 5, 

und RCSt Z ° H anderC ReSt Z Cinen ReSt * aus « ewahlt aus der Oruppe NR 5 R« N + R 3 R 6 R 7 und SO3H, 

R 5 , R 6 und R 7 unabhlngig voneinander C t -Q-Alkyl, wobei einer oder beide Reste R 5 oder R 6 auch H sein 

kann, 

bedeuten. 

4. Dendrimere Pfropfpolymerisate nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB ein Rest Y nach Formel 
VI enthalten ist, 

I 

o=c-w VI 

worin 

W OH oder NHR 8 
und 

R 8 c i — Cio-Alkyl, das tnit einem Amino-, Monoalkylamino-, Dialkylamino-, Trialkylammonium-, Carboxyl- 

oder Sulf onsaurerest substituiert ist, 

bedeuten. 

5. Dendrimere Pfropfpolymerisate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Rest Y einen Affini- 
tatsliganden enthait 

6. Verwendung von dendrimeren Pfropfpolymerisaten mit den Merkmalen von Anspruch 1 bei der Tren- 
nung von Gemischen mindestenazweier Substanzen, insbesondere zur Trennung von Biopolymeren, mittels 
FlQssigkeitschromatographie, insbesondere mittels Ionenaustausch- oder Affinitatschromatographie. 

7. Verfahren zur Herstellung-von dendrimeren Pfropfpolymerisaten, gekennzeichnet durch folgende Ver- 
fahrensschritte: 

a) Aufpfropfung von Monomeren der Formel I auf einen hydroxylgruppenhaltigen Basistrager in 
Gegenwart von Cer-IV-Ionen, 
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CRiR2=CR3 
I 

0= C-0-(CH 2 VCH-CHR4 I 

\/ 

o 

worm 

R 1 , R 2 und R 3 unabhangig voneinander H oder CHa, 

R 4 H, Ci -Cs-AlkyI oder Q-Cir Aryl 

und 

neineganzeZahlzwischenlund5 15 
bedeuten, 

b) zumindest teilweise Umsetzung der Oxirangruppen in Diolgruppen; 

c) Aufpf ropfung von Monomeren der Pormel I oder von Monomeren der Formel V auf die in Schritt b) 
entstandenen Diolgruppen in Gegenwart von Cer(TV)ionen, 

20 

CR1R2-CR3 
I 

OC-W V 25 

worin 

W OH oder NHR 8 
und 

R 8 Ci— Cio-Alkyi, das mit einem Amino-, Monoalkylamino-, Dialkylamino-, Trialkylaramonium-, Car- 30 

boxy I- oder Sulfonsfiurerest subs tituiertist, 

bedeuten, 

wobei die Schritte b) und c) einmal oder auch mehrfach wiederholt werden kdnnen, 
und 

d) EinfOhrung der Reste, die die Separationseffektoren enthalten, soweit diese nicht bereits durch die 35 
Auf pf ropf r eaktion mit Monomeren der Formel V erfolgt ist 

8. Verfahren zur Trennung von Gemischen mindestens zweier Substanzen, insbesondere zur Trennung von 
Biopolymeren, mittels FlOssigkeitschromatographie, insbesondere mittels Ionenaustausch- oder Affinitats- 
chromatographie, unter Verwendung von dendrimeren Pfropfpolymerisaten mit den Merkmalen von An- 
spruch 1. 40 
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